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O objetivo deste trabalho foi efetuar revisão do
conhecimento sobre tanase, apontando necessidades e
perspectivas de utilização, em especial para a área de
alimentos. Foram enfatizados tópicos como importância
fisiológica da tanase e seu mecanismo de ação, sua
produção por microrganismos, os métodos analíticos para
sua determinação, a sua produção por fermentação, a
regulação da biosíntese, suas características e
propriedades, a imobilização e suas aplicações. A principal
aplicação dessa enzima encontra-se na produção de chás
instantâneos, porém outros campos potenciais podem ser
vislumbrados como sua utilização para elaboração de
rações animais com maior valor nutricional, produção de
compostos antioxidantes e produção de ácido gálico.
PALAVRAS-CHAVE: TANASE - PRODUÇÃO; INDÚSTRIA DE ALIMENTOS.
1 INTRODUÇÃO
Os taninos representam o quarto mais abundante constituinte vegetal,
depois da celulose, da hemicelulose e da lignina. Atuam como parte do
mecanismo de defesa dos vegetais contra microrganismos, herbívoros e
condições ambientais hostis. As plantas que contêm altos níveis de
taninos apresentam vantagem evolucionária significativa sobre seus
predadores e outras espécies vegetais, que competem pelo mesmo nicho.
Altas quantidades de taninos estão associadas com a resistência de
vegetais ao ataque microbiano (SCALBERT, 1991).
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A palavra tanino traz consigo diferentes definições, particularmente no
que se refere à literatura botânica. As implicações originais dessa palavra
indicam claramente material vegetal utilizado na produção de couro
(HASLAM e LILLEY, 1988; CANNAS, 2002 e BHAT, SINGH e SHARMA,
1998). As principais características dessa classe de compostos são: a
massa molecular (que pode variar entre 0,5 a 20 KDa); a solubilidade em
água (observada exceto no caso daqueles com elevado peso molecular);
a habilidade de ligar-se a proteínas e formar complexos (na maioria das
vezes insolúveis); e a capacidade de combinação com celulose e pectina
para formar complexos insolúveis (MCLEOD, 1974 e MUELLER-HARVEY
e REED, 1992). Os taninos foram divididos em dois grupos com base na
estrutura molecular: os taninos hidrolisáveis e as proantocianidinas,
originalmente chamadas de taninos condensados (DESHPANDE,
CHERYAN e SALUNKHE, 1984; HASLAM e LILLEY, 1988; LEKHA e
LONSANE, 1997; BHAT, SINGH e SHARMA, 1998).
Os taninos hidrolisáveis são poliésteres de ácido gálico e diferentes
carboidratos (MCSWEENEY et al. 2001; BRUYNE et al. 1999). A
molécula com um poliol, em geral glicose, compõe o núcleo central,
cujos radicais hidroxil podem estar parcial ou totalmente esterificados
com radicais galoil. Esses taninos são hidrolisados por ácidos, bases e
enzimas (ex.: tanase) em suas unidades formadoras (CANNAS, 2002),
sendo divididos em galotaninos e elagitaninos. Nos galotaninos, os grupos
fenólicos que esterificam o núcleo glicosídico são constituídos pelo ácido
gálico (ou radical galoil), ou pelo ácido digálico, estando as duas unidades
galoil unidas por ligação depsídica (Figura 1). As moléculas são
usualmente compostas pelo núcleo de glicose e 6 a 9 grupos galoil.
Apresentam massas moleculares em torno de 3 KDa. Há grande
abundância de ésteres de glicose mono ou di-galoil na natureza, que
não são considerados taninos. É necessário que pelo menos 3 grupos
hidroxil da molécula de glicose estejam esterificados para exibir a
capacidade de se ligar e precipitar proteínas para serem considerados
taninos. O mais comum dos galotaninos é o ácido tânico (Figura 2),
obtido a partir de galhas de Rhus semialata. Nos elagitaninos, os grupos
fenólicos utilizados são moléculas de ácido hexahidroxidifênico que podem
se desidratar espontaneamente para formar sua dilactona estável, o ácido
elágico (Figura 1). Os elagitaninos apresentam massa molecular entre
2 e 5 KDa (CANNAS, 2002).
As proantocianidinas são mais vastamente distribuídas no reino vegetal
que os taninos hidrolisáveis. Ainda são chamadas de taninos condensados
devido a sua estrutura química compacta. Contudo, o termo pode ser
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potencialmente confuso, pois são os taninos hidrolizáveis que sofrem
reações de condensação durante sua síntese. As proantocianidinas
resultam do acoplamento de uma unidade flavonil eletrofílica, gerada a
partir de um flavan-4-ol ou de um flavan-3,4-diol, uma unidade flavanil
nucleofílica. Desta forma, são oligômeros ou polímeros de unidades
flavonóides, como a catequina (Figura 1), unidas por ligações carbono-
carbono não suscetíveis à clivagem por hidrólise. Ao contrário dos taninos
hidrolisáveis, proantocianidinas não contém resíduos de carboidratos
(DESHPANDE, CHERYAN e SALUNKHE, 1984). Contém de 2 a 50 ou
mais unidades flavonóides, podendo atingir massas moleculares
superiores a 20 KDa. As proantocianidinas apresentam grande variedade
estrutural devido ao número de grupos hidroxilas presentes em cada
unidade, à estereoquímica dos três centros quirais do anel B, à localização
das ligações interflavana e (em menor proporção) a possíveis
derivatizações como O-metilalação ou C-e O-glicosilações (BRUYNE,
1999). Em razão de suas estruturas químicas, sem a presença de ligações
éster e depsídica, as proantocianidinas não são suscetíveis a hidrólise
pela tanase.
O objetivo deste trabalho foi efeturar revisão do conhecimento sobre
tanase, apontando necessidades e perspectivas de utilização, em
especial para a área de alimentos.
FIGURA 1 - ESTRUTURAS DO ÁCIDO GÁLICO (A), DE SEU DÍMERO,
O ÁCIDO DIGÁLICO (B), DO ÁCIDO ELÁGICO (C) E DA
CATEQUINA (D)
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FIGURA 2 - ESTRUTURA DO ÁCIDO TÂNICO - R1: ÁCIDO GÁLICO E
R2: ÁCIDO DIGÁLICO
Adaptado de PINTO (2003).
2 IMPORTÂNCIA FISIOLÓGICA E MODO DE AÇÃO DA TANASE
Se os taninos são parte do sistema de defesa vegetal contra os
microrganismos, a produção de tanase pode ser considerada como parte
do contra-ataque microbiano. Tal ataque inclui estratégias como a
secreção de substâncias com elevada afinidade por taninos, a produção
de enzimas resistentes aos taninos, a produção de polifenoloxidases
(enzimas capazes de quebrar os anéis fenólicos das proantocianidinas)
e a produção de sideróforos (SCALBERT, 1991).
A tanase atua na invasão da planta hospedeira pela hidrólise de parte
dos compostos fenólicos presentes em tecidos vivos ou em decomposição,
mais especificamente os taninos hidrolisáveis (SCALBERT, 1991).
Diferentes estudos relatados por LEKHA e LONSANE (1997) apontam
que microrganismos de solo produtores de tanase desempenham papel
ativo na decomposição e reciclagem de materiais vegetais ricos em
taninos. Assim, as espécies microbianas que sintetizam esta enzima
apresentam vantagem competitiva às demais de determinado “habitat”.
A decomposição de taninos hidrolisáveis é mediada por duas enzimas.
Uma com atividade esterásica sobre a ligação éster entre o grupo anel
aromático e o resíduo de glicose, e a outra depsidásica sobre a ligação
éster entre os anéis aromáticos. HASLAM e STRAGROOM (1966)
responsabilizaram a tanase pelas duas atividades. Também relataram
que a proporção entre essas duas atividades podia variar de acordo com
as condições de cultivo. BEVERINI e METCHE (1990), utilizando colunas
de afinidade, fracionaram duas isoformas de tanase fúngica. Ambas com
as duas atividades, sendo que a tanase I apresentou maior característica
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A Figura 3 mostra modelos propostos para a degradação do ácido tânico
pela tanase. Na primeira etapa a enzima hidrolisa todas as ligações
depsídicas, liberando 1,2,3,4,6-pentagaloilglicose e ácido gálico. Em
seguida, os demais resíduos galoil são seqüencialmente removidos até
a completa liberação da molécula de glicose (LEKHA e LONSANE, 1997).
FIGURA 3 - MODELOS PROPOSTOS DE AÇÃO DA TANASE - (A):
HIDRÓLISE COMPLETA DO ÁCIDO TÂNICO, R1 = ÁCIDO
GÁLICO E R2 = ÁCIDO DIGÁLICO - (B): HIDRÓLISE DO
GALATO DE EPICATEQUINA
Adaptado de LEKHA e LONSANE (1997).
A tanase também pode atuar sobre substratos como o ácido clorogênico
ou galato de catequina e epigalocatequina-3-galato. GARCIA-CONESA
et al. (2001) desenvolveram modelo de hidrólise dessa classe de
substâncias no qual há a liberação de uma molécula de ácido gálico e
uma de proantocianidina (Figura 3).
Tanases também apresentam atividade hidrolítica sobre ésteres de
diferulatos, embora sua eficiência seja menor que a da cinamoil esterase.
Desta forma, as tanases podem contribuir para a degradação da parede
celular dos vegetais, já que seriam capazes de romper ligações cruzadas
existentes entre as diferentes macromoléculas que a compõe (GARCIA-
CONESA et al., 2001).
De forma similar a outras esterases, a tanase em meio aquoso catalisa
predominantemente reações hidrolíticas. Entretanto, em meios orgânicos
com teores reduzidos ou nulos de água as reações de esterificação
passam a ser predominantes (TEWARI et al., 1996) para o equilíbrio
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FIGURA 4 - CONVERSÃO DE PROPILGALATO EM ÁCIDO GÁLICO
PELA TANASE EM FUNÇÃO DO MEIO REACIONAL
3 PRODUÇÃO DE TANASE POR MICRORGANISMOS
Diferentes organismos, como bactérias (MONDAL e PATI, 2000 e OSAWA
et al., 2000), leveduras (AOKI et al., 1976), fungos filamentosos (BRADOO,
GUPTA e SAXENA, 1996; BAJPAI e PALTI, 1996 e PINTO et al., 2001) e
plantas (NIEHAUS e GROSS, 1997) são considerados capazes de
sintetizar tanases.
DESCHAMPS, OTUK e LEBEUALT (1983) isolaram linhagens bacterianas
capazes de degradar o ácido tânico e compostos correlatos de casca de
pinheiro e de carvalho em apodrecimento. SKENE e BROOKER (1995),
NEMOTO et al. (1995) e NELSON et al. (1995) detectaram atividade de
tanase em bactérias anaeróbicas presentes no rumem de animais com
dietas ricas em taninos. AJAY KUMAR, GUNASEKARAN e
LAKSHMANAN (1999) isolaram de efluentes de curtumes, uma linhagem
de Citrobacter freundii capaz de degradar e utilizar o ácido tânico como
única fonte de carbono.
Grupo liderado por OSAWA, da Universidade de Kobe (Japão), vem
isolando bactérias capazes de produzir tanases a partir de alimentos
fermentados e de fezes (humanas, e de ratos silvestres). Utilizando testes
bioquímicos e de biologia molecular, diferentes espécies de Lactobacillus
foram identificadas com possibilidade de ocorrência de novas espécies.
Também foram detectados cocos gram-positivos, identificados como
Streptococcus gallolyticus (OSAWA et al., 2000; NISHITANI et al., 2004
e SASAKI et al., 2005).
VAQUERO, MARCOBAL e MUÑOZ et al. (2004) analisaram diferentes
bactérias láticas isoladas de mosto de uva ou vinhos de diferentes regiões
da Espanha. Dentre todas as espécies dos gêneros Lactobacillus,
Leuconostoc, Oenococcus ou Pediococcus, somente as linhagens
identificadas como Lactobacillus plantarum produziram tanase. Sugeriam
que a atividade de tanase pode ser considerada como critério de seleção
de culturas “starter” maloláticas, uma vez que poderiam conferir vantagens
no processo de vinificação pela redução da adstringência e turbidez do
vinho.
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AOKI, SHINKE e NISHIRA (1976) isolaram várias linhagens de levedura
produtoras de tanase a partir de solo. A linhagem identificada como
Candida sp. K1, na presença de ácido tânico, produz tanase intra e
extracelular. Contudo, são os fungos filamentosos e mais especificamente
as espécies dos gêneros Aspergillus e Penicillium, os melhores
produtores de tanase (BRADOO et al., 1996; BAJPAI e PALTI 1996; BHAT,
SIGH e SHARMA, 1998 e BATRA e SAXENA, 2005). Das 80 linhagens
fúngicas isoladas por YAMADA et al. (1968) como produtoras de tanase,
as duas que apresentaram maior capacidade de síntese foram
identificadas como Aspergillus oryzae. Diferentes linhagens de Aspergillus
niger, A. japonicus e A. oryzae são citadas como as melhores produtoras
de tanase. Linhagens do gênero Penicillium também sintetizam elevadas
quantidades de tanase, porém não tanto quanto as espécies de
Aspergillus (GANGA, NANDY e SANTAPPA, 1978; LEKHA e LONSANE,
1997; BRADDO, GUPTA e SAXENA, 1996, BHAT, SINGH e SHARMA,
1998 e PINTO et al., 2001).
Apesar de vários microrganismos produzirem tanases, essas não são
igualmente ativas com todos os taninos hidrolisáveis. As tanases de
levedura são efetivas somente na decomposição do ácido tânico
(galotanino), enquanto as enzimas bacterianas e fúngicas são eficientes
na degradação de ácido tânico e outros taninos hidrolisáveis que ocorrem
na natureza (BHAT, SINGH e SHARMA, 1998).
4 MÉTODOS ANALÍTICOS PARA DETERMINAÇÃO DE TANASE
Os primeiros métodos analíticos para a determinação de tanase foram
baseados na titulação do ácido gálico liberado após a hidrólise do ácido
tânico pela enzima. A dificuldade na observação do ponto de viragem do
indicador diminui a precisão desses métodos (LEKHA e LONSANE, 1997).
IIBUCHI, MONIDA e YAMADA (1967) descreveram método
espectrofotométrico que acompanha a redução dos valores de absorvância
a 310 nm, devido ao rompimento das ligações éster e depsídicas
presentes nas moléculas de ácido tânico. Trata-se de método simples e
de fácil execução, sendo empregado em sua forma original (LEKHA,
RAMAKRISHNA e LONSANE, 1993) ou com modificações como a
proposta por SANDERSON et al. (1974). Contudo, o método de Iibuchi e
seus similares apresentam dois fortes pontos negativos que diminuem
sua acurácia. Não havendo curva-padrão que correlacione os valores de
absorvância com a faixa de concentração de ácido gálico, a unidade de
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atividade não é expressa no sistema internacional. A unidade é definida
como a quantidade de enzima que reduz a absorvância da solução de
substrato em 0,001 por minuto de reação. Além disso, a solução de
substrato apresenta elevados valores de absorvância (superiores 0,500)
e a diferença é muito pequena após a adição da enzima.
HASLAM e TANNER (1970), críticos severos do método de Iibuchi,
desenvolveram ensaio espectrofotométrico na região do visível que utiliza
o éster p-nitrofenil galato como substrato análogo. Contudo, a não-
disponibilidade comercial desse substrato resultou em pouca aceitação
do método (SHARMA et al, 2000).
JEAN et al. (1981) propuseram a utilização de cromatografia a gás (CG),
enquanto BEVERINI e METCHE (1990), BARTHOMEUF, REGERAT e
POURRAT (1993) e AGUILAR et al. (1999) sugeriram o uso de
cromatografia a líquido de alta eficiência (CLAE) para detecção do ácido
gálico liberado pela enzima. Esses métodos, embora específicos e de
alta precisão e reprodutibilidade, requerem instrumentação sofisticada,
o que limita sua utilização (SHARMA, BHAT e DWARA, 2000).
INOUE e HAGERMAN (1988) relataram método para determinação de
galotaninos, que envolve a formação de complexo entre a rodanina e o
ácido gálico liberado após a hidrólise ácida do tanino. O complexo, que
apresenta absorvância máxima a 520 nm, resulta da reação da rodanina
com os grupos hidroxílicos vicinais do ácido gálico. As moléculas de
rodanina que não reagiram não apresentam, em solução básica,
absorvâncias em comprimentos de onda superiores a 450 nm. A rodanina
apresenta baixa ou nenhuma afinidade pelos grupos hidroxílicos de
radicais galoil presentes na estrutura dos taninos. A rodanina também
pode reagir em soluções alcalinas, com quinonas ou hidroquinonas, mas
os produtos dessas reações absorvem comprimentos de onda maiores
(THIES e FISCHER, 1973). Esse método torna-se muito útil para análises
rotineiras, pois apresenta alta especificidade (sem interferência dos
compostos vegetais fenólicos), sensibilidade e precisão. O método de
rodanina foi posteriormente adaptado por SKENE e BROOKER (1995) e
SHARMA, BHAT e DAWRA (2000) para determinação da atividade de
tanase produzida por bactérias e por fungos, respectivamente.
NISHITANI e OSAWA (2003) desenvolveram metodologia capaz de
determinar valores da ordem de 0,63 a 10 mU/mL. Sua sensibilidade é
superior aos métodos espectrofotométricos de IIBUCHI, MONIDA e
YAMADA (1967) e de SHARMA et al. (2000) em três ordens de grandeza.
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Como desvantagem, o método dura 24 horas ao invés dos 10 minutos
dos métodos tradicionais. NISHITANI e OSAWA (2003) afirmaram os
métodos mais sensíveis têm grande aplicação na quantificação da
atividade de tanase em isolados bacterianos degradadores de taninos da
microflora intestinal de animais, uma vez que esses compostos exercem
importante papel na sua alimentação.
5 PRODUÇÃO DE TANASE POR FERMENTAÇÃO
Poucos trabalhos tratam da produção de tanase por fermentação líquida
em superfície. As pesquisas que utilizam esse tipo de processo abordam
a localização da enzima produzida. GANGA, NANCY e SANTAPPA (1977)
testaram diferentes espécies de Aspergillus e diferentes meios de cultivo
(Czapeck, Extrato de malte, Raulin neutro e Sabouraud). Todos os
experimentos demonstraram que a atividade da tanase foi
significativamente maior nos extratos celulares, indicando que a enzima
seria preferencialmente intracelular. POURRAT et al. (1982) afirmaram
que a razão entre as atividades observadas no meio e no micélio é
influenciada pelo pH inicial do meio. Contudo, a atividade intracelular é
pelo menos 200% superior a extracelular. LEKHA e LONSANE (1994)
observaram que a enzima é completamente intracelular nas primeiras 48
horas de fermentação, sendo excretada após esse tempo sem ultrapassar
a proporção 1:1. Outra similaridade entre esses trabalhos envolve o
elevado tempo de fermentação, de 6 a 10 dias até a máxima produção da
enzima, tornando essa fermentação inviável tecnicamente devido a baixa
produtividade.
De acordo com a literatura consultada, a tanase é produzida na presença
do indutor. Assim, a utilização do ácido tânico como indutor ou única
fonte de carbono é fundamental (Tabela 1). Mesmo na presença de outras
fontes de carbono a concentração de ácido tânico constitui o fator
predominante na produção de tanase (YAMADA et al., 1968; GANGA,
NANDY e SANTAPPA et al., 1977). Diferentes fontes de nitrogênio
inorgânicas e orgânicas (por exemplo sulfato de amônio, nitrato de sódio
e peptona) têm sido utilizadas para a produção da tanase. (YAMADA et
al., 1968; DHAR e BOSE, 1964; AOKI, SHINKE e NISHIRA et al., 1968
e AGUILAR et al., 2001). Contudo, não se encontra estudo sistemático
sobre qual delas é a mais adequada para a fermentação submersa. Em
relação aos micronutrientes, LIPPITSCH (1961) observou que íons de
ferro, zinco e cobre são essenciais para a produção da enzima.
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TABELA 1 - FONTES DE CARBONO E TEMPERATURA UTILIZADAS
PARA A SÍNTESE DE TANASE POR DIFERENTES
FUNGOS FILAMENTOSOS EM FERMENTAÇÃO
SUBMERSA
C = concentração  /  T = temperatura.
Os valores iniciais de pH dos meios de produção de tanase variam de
3 a 7. Contudo, em poucos dos artigos consultados foi verificado
acompanhamento dos valores de pH durante a fermentação (GANGA,
NANDY e SANTAPPA, 1977; SETH e CHAND, 2000 e AGUILAR et al.,
2001).
A esterilização dos meios para produção de tanase tem como complicador
o fato do ácido tânico ser termolábil. Desta forma, o mesmo é dissolvido
e esterilizado por filtração e em seguida adicionado assepticamente ao
restante do meio autoclavado (DESCHAMPS e LEULLIETTE, 1994).
NICOLSON et al. (1931) observaram que o rendimento de tanase aumentou
quando foi utilizado fungo que cresceu por gerações assexuais sucessivas
em meio contendo galotanino. Visando maximizar a síntese da enzima
no meio de produção, AOKI et al. (1976) e SHARMA et al. (2001)
adicionaram pequenas quantidades de ácido tânico aos meios de
manutenção das linhagens produtoras de tanase.
Da mesma forma que na fermentação líquida em superfície, diferentes
autores relatam que neste tipo de processo a maior fração de tanase
localiza-se no espaço intracelular (RAJKUMAR e NANDY, 1983;
BARTOMEUF, REGERAT e POURRAT, 1994; SETH e CHAND, 2000).
A. niger PKL 104 produziu tanase intracelular nas primeiras 48 horas de
processo e após esse tempo grande parte da enzima foi excretada,
alcançando proporção de 1:6 (LEKHA e LONSANE, 1994). AGUILAR et
al. (2001) observaram  a presença da enzima nos dois espaços, contudo
houve predominância da fração extracelular.
MICRORGANISMO FONTE DE CARBONO C (g/L) 
T 
(°C) REFERÊNCIA 
Aspergillus flavus Ácido tânico 1,0 30 YAMADA et al., 1968 




28 DHAR e BOSE, 1964 




28 RAJKUMAR e NANDY, 1983 
Aspergillus niger LCF8 Extrato de tanino --- 33 BARTHOMEUF, REGERAT e 
POURRAT, 1994 
Aspergillus awamori Ácido tânico 25,0 – 
45,0 
37 SETH e CHAND, 2000 
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O primeiro relato de produção de tanase por fermentação semi-sólida
data de 1917, no qual uma linhagem de A. oryzae cresceu sobre farelo
de trigo. Foi observada maior produção da enzima conforme aumento da
concentração de tanino no meio. Contudo, a partir de 20% de tanino o
crescimento do fungo foi inibido (LEKHA e LONSANE, 1997).
No final da década de 50 diferentes fungos foram testados em meio de
farelo de trigo. Espécies de Aspergillus e Penicillium foram as que
apresentaram os melhores resultados. Também foi observado que a tanase
podia ser produzida por Penicillium spp. tendo ácido tânico ou ácido
gálico como indutores, mas sua produção não foi correlacionada ao
crescimento da linhagem (LEKHA e LONSANE, 1997).
Segundo LEKHA, RAMAKRISHNA e LOSANE et al. (1993) a linhagem
A. niger PKL104, isolada de solo, apresentou boas características de
produção. A síntese de tanase por essa linhagem também foi afetada
pela concentração de ácido tânico utilizada, sendo sua produção
relacionada com o crescimento do fungo (estimado por glicosamina).
Em trabalhos subseqüentes, a produção foi otimizada utilizando
metodologia de superfície de resposta. Os autores verificaram que a
enzima produzida por fermentação semi-sólida era totalmente extracelular
(LEKHA e LONSANE, 1993 e LEKHA e LONSANE, 1994).
A síntese de tanase por A. niger PKL104 foi avaliada mediante três
diferentes processos fermentativos. A fermentação semi-sólida mostrou-
se 4,8 vezes mais eficiente na produção da enzima que a fermentação
líquida em superfície e 2,5 vezes mais que a fermentação submersa.
Além do aumento no rendimento, o processo semi-sólido apresentou o
máximo de produtividade na metade do tempo (3 dias) observado nos
demais processos (LEKHA e LONSANE, 1994).
PINTO (2003) utilizou A. niger 3T5B8, previamente selecionado (PINTO
et al., 2001), para otimizar a produção de tanase em meio semi-sólido
(composto de 84% de farelo de trigo, 15% de ácido tânico e 1% de
sacarose), umidificado com solução contendo sulfato de amônio (1,7%pv)
e fosfato de sódio monobásico (2,0%pv), obtendo 34,6U.g-1 ao final de 24
horas de fermentação.
AGUILAR et al. (2001) e LAGEMAAT e PYLE (2001) estudaram a
produção de tanase empregando espuma de poliuretano como suporte
inerte. AGUILAR et al. (2001) utilizaram linhagem de A. niger em processo
de batelada, no qual foram adicionados 6,5 g de meio contendo ácido
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tânico e 7 x 107 esporos em 3,5 g de espuma. Já LAGEMAAT e PYLE
(2001) usaram linhagem de P. glabrum e desenvolveram fermentador semi-
sólido contínuo em escala laboratorial, no qual o meio líquido contendo
ácido tânico era injetado.
KAR, BANERJEE e BHATTACHARYYA (1999) propuseram processo
semi-sólido modificado, utilizando reator cilíndrico encamisado, contendo
sistema flutuador com lã de vidro em estrutura oca de polipropileno. A
fermentação do substrato sólido inicia-se após a inoculação. Contudo, o
meio líquido entra em contato com a fase sólida pela estrutura oca do
flutuador, lixiviando o produto formado (ácido gálico). Pela abertura lateral,
o meio pode ser retirado e recolocado sem perturbar o processo
fermentativo.
6 REGULAÇÃO DA BIOSSÍNTESE DA TANASE
Existem três mecanismos regulatórios genéticos que afetam a síntese e
secreção das enzimas. A indução (enzima somente é sintetizada na
presença de seu substrato ou análogo), a repressão catabólica (a síntese
da enzima é inibida quando fontes de carbono de rápida assimilação
estão presentes) e a repressão por produto final (um metabólito final ou
o próprio produto da enzima inibem sua síntese).
A síntese da tanase está vinculada à presença de indutor. O ácido tânico
e o seu produto de hidrólise, o ácido gálico, podem induzir a síntese da
tanase, sendo o primeiro mais efetivo (KNUDSON, 1913). O indutor para
síntese de tanase mais freqüentemente utilizado é o ácido tânico. Porém,
trata-se de molécula com elevado peso molecular, carregada de grupos
polares e com alta reatividade frente aos componentes da parede celular.
Desta forma, sua absorção direta pelo microrganismo fica impossibilitada
(LEKHA e LONSANE, 1997). SINGH e HAYASHI (1995) sugeriram que
níveis basais de tanase seriam produzidos de forma constitutiva de modo
que o ácido gálico (resultante da hidrólise do ácido tânico) poderia ser
metabolizado e atuar como indutor. BRADOO, GUPTA e SAXENA (1996)
relataram que a tanase foi produzida de forma constitutiva em fermentação
submersa por A. japonicus. No entanto, o microrganismo duplicou a
síntese de enzima pela presença de ácido tânico nos meios de cultura.
BAJPAI e PALTI (1996) também observaram que A. fischerii MTCC150,
Fusarium solani MTCC350 e Trichoderma viride MTCC167 produziam
níveis basais de tanase, tanto intra como extracelular. Fato não observado
para A. niger MTCC282.
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PINTO (2003) observou que A. niger 3T5B8 somente sintetizou tanase
quando o meio de cultivo semi-sólido continha ácido tânico ou ácido
gálico. Ambos compostos apresentaram níveis de indução similares,
quando na mesma concentração.
KNUDSON (1913) observou que a adição de 10% de caldo-de-cana ao
meio de cultura não afetou a síntese de tanase por A. niger, mas inibiu a
secreção da enzima por Penicillium sp. BRADOO, GUPTA e SAXENA
(1996) evidenciaram síntese da tanase mesmo quando a única fonte de
carbono foi a glicose. Com isto diferentes autores, incluindo LEKHA e
LONSANE (1997), têm afirmado que a tanase produzida por espécies de
Aspergillus seria livre de repressão catabólica. Em discordância aos
demais, PINTO (2003) observou repressão na síntese da enzima por A.
niger 3T5B8 em meios submerso e semi-sólido, quando ocorreu a adição
de glicose. Para as espécies do gênero Penicillium dados disponíveis
são insuficientes para confirmar ou negar essa suposição.
LEKHA e LONSANE (1997), em sua revisão, comentaram que nenhum
artigo sobre inibição por produto final em tanase foi publicado.
BRADOO, GUPTA e SAXENA (1996) observaram que a adição de ácido
gálico em meios líquidos contendo ácido tânico e glicose promovia total
inibição na síntese de tanase em A. japonicus. Também não foi observada
a produção da enzima por A. niger Aa-20 em fermentação submersa,
quando o ácido gálico foi utilizado como única fonte de carbono (AGUILAR
et la., 2001). Ambos os artigos sugerem que o ácido gálico atua como
repressor de síntese. Esse fato se contrapõe ao observado por KNUDSON
(1913) em fermentação submersa, na qual o ácido gálico desempenha
papel de indutor.
7 CARACTERÍSTICAS E PROPRIEDADES DA TANASE
A tanase apresenta pH ótimo em torno de 5,5. Sua estabilidade em
diferentes valores de pH pode variar entre faixas estreitas (5,0 a 5,5) e
largas (3,5 a 8,0), dependendo da fonte de obtenção da enzima (Tabela
2). SHARMA et al. (1999) observaram pH ótimo da tanase de 6,0 com
pico secundário em 4,5. HASLAM e TANNER (1970) também relataram
fato similar, sendo verificados dois valores de pH ótimo (4,2 e 4,8) para a
tanase de A. niger 106. Em ambos os trabalhos, esse fato foi atribuído à
dupla especificidade de ação da tanase. Um dos valores corresponderia
a ótima atividade esterásica enquanto o outro corresponderia a atividade
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depsidásica. A temperatura ótima para atividade desta enzima ocorre,
em geral, próxima a 35oC. Contudo, temperaturas mais elevadas (50, 60
e 70oC) foram observadas para tanases produzidas por A. flavus
IFO 5839, Candida sp. K 16 e A. niger N888 (Tabela 2).
A estabilidade da tanase ao pH ocorre em largas faixas para várias
linhagens microbianas. Entretanto, as tanases produzidas por A. flavus
IFO 5839, A. niger AN11 e P. chrysogenum enquadraram-se em faixas
bem mais estreitas (5,0 a 5,5; 5,0 a 6,5 e 4,5 a 6,0, respectivamente).
Para a temperatura, a estabilidade da tanase ocorre basicamente entre
10 e 45oC (Tabela 2).
As tanases produzidas por fungos filamentosos e leveduras são, na
maioria, estruturas protéicas com elevada massa molecular, podendo
ser superiores a 300 KDa (Tabela 2). A enzima nativa parece ser
constituída de duas subunidades idênticas e mesma massa molecular
(AOKI, SHINKE e NISHIRA, 1976; RAJKUMAR e NANDY, 1983). Em
contrapartida, BHARDWAI et al. (2003) observaram duas cadeias
polipeptídicas distintas, tanto para a enzima produzida por A. niger
MTCC2425 (102 e 83 KDa), quanto para a enzima produzida pela Kikkoman
Co, Japão (87 e 56 KDa). Para HATAMOTO et al. (1996), o gene que
codifica a tanase é transcrito como uma única cadeia polipeptídica clivada
por modificação pós-transcrição em duas pequenas subunidades distintas,
com 33 e 30 KDa, unidas por ligações dissulfeto. Afirmaram que a tanase
nativa consiste em quatro pares de subunidades, formando um hetero-
octâmero com peso molecular de 300 KDa. A tanase de A. oryzae,
expressa em Pichia pastoris, é formada por um par de subunidades
distintas (31 e 34 KDa), também unidas por ligações dissulfeto e massa
molecular total de 100 KDa (ZHONG et al., 2004). SKENE e BROOKER
(1995) evidenciaram que a molécula de tanase produzida por Selenomonas
ruminantium apresenta baixo peso molecular (59 KDa), sendo composta
por apenas uma cadeia polipeptídica.
Todas as tanases fúngicas são caracterizadas como glicoproteínas. O
conteúdo de carboidratos pode variar de 25,4 a 66,2% do peso total da
enzima (YAMADA et al., 1968; AOKI, SHINKE e NISHIRA, 1976a;
RAJKUMAR e NANDY, 1983 BARTHOMEUF, REGERAT e POURRAT,
1994; HATAMOTO et al., 1996; ZHONG et al., 2004). O papel exato
desses elevados conteúdos de carboidratos não é conhecido. Suspeita-
se que seja a maneira de proteger o núcleo protéico da ação desnaturante
dos taninos hidrolizáveis e de direcionar o substrato ao centro ativo da
enzima para possibilitar a quebra desse em seus respectivos
componentes, glicose e ácido gálico (LEKHA e LONSANE, 1997).
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Diferentes substâncias, como ο-fenantrolina, PMSF, EDTA, 2-
mercaptoetanol, etileno diamina e tioglicolato de sódio têm se mostrado
potentes inativadores da tanase. Já DFP e diferentes íons metálicos,
como Cu2+, Zn2+, Fe3+, Mn2+ e Mg2+ têm se apresentado como inibidores
da atividade (BARTHOMEUF, REGERAT e POURRAT, 1994; IIBUCHI,
MONIDA e YAMADA, 1967; AOKI, SHINKE e NISHIRA, 1976;
BHARDWAJ, SINGH e BATH, 2003).
KAR, BANERJEE e BHATTACHARYYA (2003) observaram que 1,0 mM
de MgCl2, HgCl, NaBr e Na2S2O3 ativaram a enzima em 138, 105, 220 e
164%, respectivamente, em relação ao controle sem a presença de sais.
A adição de Tween 40 e Tween 80 até 0,40 e 0,05%, respectivamente,
também aumentaram a atividade da enzima. Contudo, foi a presença do
íon NH4+ que mais afetou positivamente a tanase. A adição de 0,1% de
NH4Cl à solução de ensaio aumentou em 401% a atividade da tanase.
Todas as demais substâncias inibiram total ou parcialmente a enzima.
8 IMOBILIZAÇÃO DA TANASE
WEETAL e DETAR (1984) imobilizaram tanase covalentemente em
derivado alquilamino de sílica porosa ativado com glutaraldeído. O pH
ótimo da enzima imobilizada apresentou pequeno aumento.
GAATHON, GROSS e ROZHANSKI (1989) imobilizaram tanase por
armadilhamento em micelas reversas para a produção de propilgalato
mediante transesterificação do ácido tânico em heptano. O sistema
proposto (tanase, ácido tânico, propanol, água, íons tamponantes e
surfactante) mostrou-se muito complexo.
NICOLAS et al. (1998) propuseram que a tanase imobilizada
covalentemente em suportes insolúveis inorgânicos ou polímeros
sintéticos seja utilizada no tratamento de extratos de chá. Nesse processo
a enzima é ligada ao suporte por meio da sua fração glicosídica
representando avanço no estado da arte, pois as tentativas anteriores de
imobilização eram realizadas sobre a fração protéica (SANDERSON et
al, 1977). Enquanto no processo anterior a enzima perdia a atividade
após poucos ciclos de utilização, no descrito por  NICOLAS  et  al.
(1998)  a  enzima  permanecia ativa após 400 ciclos. No mesmo curso
de ação, SHARMA, BHAT e GUPTA (2002) imobilizaram a tanase de A.
niger MTCC 2425 em matriz de Sepharose - Concanavalina A, sendo
capazes de manter 97% da atividade total com aumento de 62% na
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atividade específica. As enzimas, livre e imobilizada apresentaram
respostas similares à variação do pH do meio reacional. Após a
imobilização, os valores de KM e VMAX sofreram aumentos de 0,3 para
0,6 mM e de 0,013 para 0,020 µmol.min-1, respectivamente. A enzima
imobilizada apresentou maior taxa de conversão do substrato testado
(metilgalato) em ácido gálico, bem como alta estabilidade após 6 ciclos
de utilização.
ABDEL-NABY et al. (1999) avaliaram a imobilização da tanase em
diferentes suportes e vários métodos: adsorção física (alumina e quitina
coloidal), ligação iônica (Dowex 50W e DEAE-Sephadex A-25), ligação
covalente (quitina e quitosana) e por encapsulamento (poliacrilamida e
alginato de cálcio). Dos métodos e suportes avaliados, a imobilização
covalente em quitosana foi a que apresentou melhor rendimento (26,6%).
Também foi demonstrado que ocorrem as pequenas alterações nos
valores de pH e temperatura ótimos, de 5,5 para 4,5 e de 40 para 55oC,
respectivamente.
9 APLICAÇÕES DA TANASE
9.1 PREPARAÇÃO DE CHÁS INSTANTÂNEOS
O chá é uma das bebidas mais consumidas no mundo, devido ao seu
aroma, sabor e também pelos seus efeitos medicinais (KHOKHAR e
MAGNUSDOTTIR, 2002). O processo de manufatura de chás consiste
nas etapas de murchamento, maceração, fermentação e secagem.
Basicamente há três tipos de chá: verde, sem fermentação; Oolong,
parcialmente fermentado e preto, totalmente fermentado (SANDERSON
et al., 1977 e BALENTINE et al., 2002).
A solubilidade em água fria constitui requisito fundamental para o chá
instantâneo, pois são freqüentemente utilizados como chás gelados
(SANDERSON et al, 1974). A presença de “creme” (precipitado insolúvel
em água que se forma naturalmente em bebidas a base de chá a 4ºC  ou
temperaturas inferiores e que pode permanecer por horas) é o principal
problema de fabricação de chás instantâneos. O creme é o complexo de
polifenóis poliméricos presentes nos chás (tearubiginas e teaflavinas)
com a cafeína. No processo convencional de preparação do chá
instantâneo, o extrato solúvel em água quente é resfriado sob agitação e
centrifugado para a remoção do creme. O creme, usualmente descartado,
representa considerável perda da maior parte dos componentes do sabor.
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O método químico para solubilização do creme envolve tratamentos com
sulfito, oxigênio molecular e uma substância alcalina (SMITH, 1968;
SANDERSON et al, 1974 e LEKHA e LONSANE, 1997). Muitos
consumidores preferem não utilizar o pó de chá instantâneo pela
percepção da redução do sabor, ou por considerá-la como bebida inferior
(BALENTINE et al, 2002).
A tanase adicionada ao processo de manufatura, em diferentes etapas,
catalisa a quebra das ligações éster nos galatos presentes nas folhas
(Figura 3B). A adição da tanase promove diminuição da turbidez e
aumento da extratibilidade de compostos fenólicos e de voláteis de modo
que a bebida final (quente ou fria) apresente qualidade superior à obtida
pelo processo de extração a quente (TAKINO, 1976; TSAI, 1987).
Amostras tratadas com tanase podem apresentar redução de até 82%
no teor de sólidos não-dissolvidos (LEKHA e LONSANE, 1997).
A tanase pode ser utilizada de forma isolada (SANDERSON et al., 1977;
GOODSALL et al., 2002; BLAIR et al., 2003), ou combinada com outras
enzimas (AGBO e SPRADLIN, 1995; LEHMBERG et al., 2000),
substâncias químicas (LEHMBERG et al., 2000) ou zeólita (BARRETT
et al., 1999).
9.2 PRODUÇÃO DE COMPOSTOS ANTIOXIDANTES
A auto-oxidação de lípidios em alimentos constitui preocupação de
processadores e consumidores. O método comumente usado para inibir
as reações de oxidação lipídica é a aplicação de antioxidantes sintéticos.
Alimentos que devem ser estabilizados contra a oxidação são, por
exemplo, óleos de fritura, gorduras, flocos de batata, produtos de
panificação, emulsões cárneas, cereais pré-cozidos, leite de soja,
produtos de frango, produtos emulsionados, pizza congelada, queijos e
alimentos para animais (MAI, CHAMBERS e McDONALD, 1989).
Poucos compostos sintéticos são permitidos para adição em alimentos
como, por exemplo, butilhidroxitolueno (BHT), butilhidroxianisol (BHA),
propilgalato (PG) e t-butilhidroxiquinona (TBHQ). Mesmo esses
antioxidantes estão sendo examinados por agências reguladoras  e a
pesquisa de antioxidantes de fontes naturais tem sido elevada. Produto
natural com excelentes propriedades antioxidantes, o Rosemary AR tem
como grande desvantagem o fato de conferir ao alimento sabor herbal
característico muito intenso (MAI, CHAMBERS e McDONALD, 1990).
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MAI, CHAMBERS e McDONALD (1989 e 1990) descreveram os processos
de obtenção de extratos de chá com propriedades antioxidantes pela
presença de constituintes fenólicos como, ácido gálico, epicatequina,
epigalocatequina, galato de epicatequina e galato de epigalocatequina.
A tanase pode ser adicionada em diferentes fases do processo para
aumentar a característica antioxidante em razão da maior liberação de
ácido gálico nos extratos. Os extratos obtidos são incorporados aos
alimentos suscetíveis à oxidação lipídica em proporções que variam de
0,005 a 1,5%. Os autores também ressaltaram que os extratos
apresentaram sinergismo antioxidante, quando combinados com ácido
ascórbico ou com lecitina.
9.3 FABRICAÇÃO DE BEBIDAS
A tanase pode ser utilizada para reduzir a formação de turbidez em
bebidas que contenham componentes fenólicos. A descoloração e
desenvolvimento de turbidez da cerveja durante a estocagem pode ser
evitada com a hidrólise dos polifenóis do malte com tanase e lactase
(LEKHA e LONSANE, 1997). De modo similar, a utilização dessas duas
enzimas para tratar o suco de uva para a remoção de substâncias fenólicas
apresenta potencial para a estabilização de vinhos (CANTARELLI et al.,
1989).
9.4 ADITIVO PARA RAÇÃO ANIMAL
O emprego de enzimas em rações torna possível aumentar a assimilação
dos nutrientes contidos na formulação, facilitando a utilização de
constituintes que o animal não poderia digerir fácil ou completamente.
As enzimas possibilitam o uso de matérias-primas nobres (como cereais
e sementes) de forma a se obter componentes de alta qualidade, sendo
empregados particularmente em rações para animais jovens
(MESCHONAT et al., 2001).
Os taninos apresentam efeitos antinutricionais bem documentados
(SINGLETON e KRATZER, 1969), estando presentes em várias plantas
utilizadas como ração animal (BATE-SMITH e RASPER, 1969). O uso
da tanase em rações contendo taninos pode trazer efeitos benéficos na
remoção desses compostos indesejáveis, aumentando a digestibilidade
e favorecendo a assimilação (LEKHA e LONSANE, 1997). MESCHONAT
et al. (2001) propuseram a incorporação de pregranulados enzimáticos
estáveis com atividade de tanase à ração animal peletizada,
individualmente ou combinada com outras enzimas (oxinitrilase, quitinase,
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queratinase, glicose oxidase, peroxidase, lisozima, muramidase,
carbohidrases, proteases, lipases e esterases).
9.5 PRODUÇÃO DE ÁCIDO GÁLICO
O ácido gálico tem seu principal uso na indústria farmacêutica para a
síntese de trimetoprima, agente antibacteriano normalmente empregado
com a sulfonamida. Juntas as duas substâncias apresentam largo
espectro de ação. O ácido gálico também pode ser utilizado para a síntese
de propilgalato ou pirogalol (KAR e BANERJEE, 2000). O ácido gálico é
tradicionalmente obtido pela hidrólise ácida de galotaninos (LEKHA e
LONSANE, 1997). Rotas biotecnológicas, baseadas na utilização de
microrganismos viáveis isolados (POURRAT et al., 1985; KAR,
BANERJEE e BHATTACHARYYA, 1999), ou em co-cultura (BANERJEE,
MUKHERJEE e PATRI, 2005), ou tanase isolada (DESCHAMPS e
LEBEAULT, 1984) têm sido propostas. Essas apresentariam elevada
eficiência de conversão, bem como gerariam menos sub-produtos.
9.6 PRODUÇÃO DE ÁCIDO ELÁGICO
Ao contrário do ácido gálico, o ácido elágico (Figura 1C) não é
completamente explorado em razão de seu elevado custo de produção.
Galotaninos podem ser hidrolizados por ácidos, bases, enzimas e
microrganismos. Os elagitaninos (pela sua estrutura complexa)
dificilmente são hidrolizados por métodos tradicionais, devido à formação
de subprodutos, o que dificulta o isolamento do produto de interesse.
HUANG, NI e BORTHWICK (2005) propuseram o uso da linhagem A.
niger SHL 6, identificada como produtora de tanase para a liberação/
acumulação de ácido elágico no meio de fermentação.
9.7 SÍNTESE DE ÉSTERES
WEETALL (1984) avaliou a síntese de diferentes ésteres de ácido gálico
por tanases livres e imobilizadas. No sistema de enzima livre, cujo solvente
é o próprio álccol utilizado na reação, foi observada a síntese de metil e
etilgalato com conversões de 40,1 e 17,9%, respectivamente. Em
contrapatida, com a enzima imobilizada foi verificada a síntese de propil
(41,4%) e amilgalato (78,0%). A troca do solvente para hexano
aparentemente permitiu maiores taxas de conversão que nos sistemas
alcoólicos. Também relataram que a presença de água é desfavorável
para a reação. Dentre os ésteres sintetizados por WEETALL (1984), o
propilgalato despertou maior interesse por apresentar propriedades
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antioxidantes, sendo freqüentemente utilizado na indústria de alimentos
(MAI et al., 1989).
WEETALL (1984) demonstrou que o ácido gálico representa 75% do
custo de síntese de propilgalato. Desta forma, SHARMA e GUPTA (2003)
utilizaram rota alternativa baseada na transesterificação do ácido tânico
a propilgalato em n-propanol. As adições de água e sorbitol ao meio até
1% e 5 mmol/g de tanase, respectivamente, promoveram aumento no
rendimento da reação. Em condições otimizadas foi obtido 86% de
conversão do ácido tânico em propilgalato.
9.8 TRATAMENTO DE EFLUENTES
Efluentes de curtumes contém altas quantidades de polifenóis, que
representam elevada carga poluente. A utilização de tanase pode constituir
tratamento efetivo para esse tipo de efluente (AGUILAR e GUTIÉRREZ-
SANCHES, 2001).
10 CONCLUSÃO
Muitas lacunas no conhecimento sobre a tanase ainda estão abertas,
principalmente na regulação de sua síntese, sua estrutura, produção e
aplicações. Relatos sobre os fenômenos de indução e repressão aparecem
de forma pontual e, muitas vezes, contraditória. Constatou-se que ao
contrário do senso comum não existem apenas duas isoformas de tanase,
mas várias enzimas estruturalmente distintas, produzidas por diferentes
linhagens microbianas. Desta forma, generalizações devem ser feitas de
forma cautelosa. A fermentação semi-sólida tem sido apontada como a
mais adequada para síntese de tanase, apesar das formulações
comercialmente disponíveis terem sido obtidas pelo processo submerso.
A principal aplicação dessa enzima encontra-se na produção de chás
instantâneos, porém outros campos potenciais podem ser vislumbrados
como sua utilização para elaboração de rações animais com maior valor
nutricional, produção de compostos antioxidantes e produção de ácido
gálico.
Abstract
TANNASE: CONCEPTS, PRODUCTION AND APPLICATION
The aim of this work was to review the tannase knowledge, pointing the needs and
use perspectives, especially for the food area. Topics were emphasized such as
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tannase physiological importance and its action mechanism, its production by
microorganisms, analytical methods for its determination, its production by fermentation,
the biosynthesis regulation, its characteristics and properties, its immobilization and
applications. The main application for this enzyme was in instant tea production; however
other important fields may be explored, such as its use to produce animal feed with
higher nutritional value, production of antioxidant compounds and gallic acid.
KEY-WORDS: TANNASE - PRODUCTION; FOOD INDUSTRY.
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